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基础 研究 


miR-21 苇 向 TLR-4/MyD88 信 号 通路 介 导 冷 空气 诱导 的 气 道 免 


疫 失 调 
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摘要 :目的 探讨 miR-21 在 冷 空气 诱导 的 气 道 上 皮 免 疫 功 能 失调 中 的 作用 及 其 可 能 的 潜在 分 子 机 制 。 方 法 气 - 液 双 相 法 培养 人 


永生 化 气 道上 皮 细 胞 BEAS-2B 及 16HBE, 通 过 逆转 录 荧 光 定 量 PCR 法 检测 不 同时 间 梯 度 冷 暴露 的 细胞 中 内 源 性 miR-21， 
miR-164,miR-155 的 水 平 改变 。 通 过 构建 TLR-4 3”'UTR 端 及 其 结合 位 点 突变 质粒 ,并 与 miR-21 模 拟 物 .miR-21 抑 制 物 以 及 对 
照 共 转 染 BEAS-2B 及 16HBE 细 胞 ,进行 双 荧光 素 酶 标记 试验 证 实 TLR-4 为 miR-21 的 靶 和 蛋白 。 利 用 lipofectamine2000 分 别 将 
miR-21 模 拟 物 .miR-21 模 拟 对 照 物 .miR-21 抑 制 物 .miR-21 抑 制 对 照 物 转 染 给 BEAS-2B 及 16HBE 细 胞 ,并 给 予 常 温 (37 %) 培 
养 或 冷 暴露 (30 % ) ,以 Western Blot 法 检测 各 实验 组 TLR-4/MyD88 和 蛋白 水 平 。 结 果 低温 诱导 气 道上 皮 细 胞 内 miR-21 水 平 提 
高 (P<0.05) ,而 miR-164 及 miR-155 无 显著 变化 。 低 温 提 高 气 道 上 皮 细 胞 内 m 退 -21 水 平 呈 时 间 依 赖 性 。 双 荧光 素 酶 报告 实验 


培养 下 TLR-4/MyD88 重 白水 平 显 著 低 于 对 照 组 (P<0.05), 低 


证 实 ,TLR-4 为 miR-21 的 直接 靶 蛋 白 。Western Blotting 法 检测 结果 显示 转 染 miR-21 模 拟 物 的 BEAS-2B 及 16HBE 细 胞 在 常温 


温 刺 激 可 降低 气 道上 皮 细 胞 内 TLR-4/MyD88 的 蛋白 水 平 (P< 


0.05); 而 使 用 miR-21 抑 制 物 处 理 ,可 部 分 抑制 低温 诱导 的 TLR-4/MyD88 的 蛋白 水 平 下 调 (P<0.05)。 结 论 低温 刺激 可 能 通过 


提高 气 道 上 皮 细 胞 内 miR-21 水 平 ,降低 TLR-4/MyD88 和 蛋白 水 了 
关键 词 :miR-21; 冷 空气 ; 气 道 ;免疫 失调 ;TLR-4/MyD88 


,影响 气 道 上 皮 免 疫 功 能 。 
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Abstract: Objective To investigate the role of miR-21 in airway immunologic dysfunction induced by cold air irritation. 
Methods Immortalized human airway epithelial cell lines BEAS-2B and 16HBE cells were cultured in air-liquid phases. The 
differential expressions of endogenous miR-21, miR-164, and miR-155 in the cells induced by cold air exposure for different 
time were detected by real-time PCR. The reporter plasmid containing wild-type or mutated 3'UTR of TLR-4 were constructed 
and co-transfected into BEAS-2B cells or 16HBE cells together with miR-21 mimic, miR-21 mimic control miR-21 inhibitor, or 
miR-21 inhibitor control. Following the transfection, dual luciferase reporter assay was performed to verify the action of 
miR-21 on TLR-4. miR-21 mimic, miR-21 mimic control, miR-21 inhibitor, and miR-21 inhibitor control were transfected via 
lipofectamine 2000 in BEAS-2B or 16HBE cells that were subsequently exposed to a temperature at 37 C or cold irritation 
(30 C), and the protein levels of TLR-4/MyD88 were detected by Western blotting. Results Cold irritation caused a time- 
dependent up-regulation of miR-21 in both BEAS-2B and 16HBE cells (P<0.05) without obviously affecting the expressions of 
miR-164 and miR-155. Dual luciferase reporter assay demonstrated a direct combination of miR-21 and its target protein 
TLR-4. The synthesis levels of TLR-4/MyD88 protein were decreased in miR-21 mimic group even at a routine culture 
temperature (P<0.05), as also seen in cells with cold irritation (P<0.05). Treatment with the miR-21 inhibitor partially attenuated 
cold irritation-induced down-regulation of TLR-4/MyD88 protein (P<0.05). Conclusion Cold air irritation-induced airway 
immunologic dysfunction is probably associated with TLR-4/MyD88 down-regulation by an increased endogenic miR-21. 
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入 呼吸 道 天 然 免疫 中 的 关键 受 体 。 其 中 ,TLR4 是 第 一 
个 被 发 现 的 哺乳 动物 TLR, 并 广泛 表达 于 气 道上 皮 , 在 
呼吸 道 烙 膜 免疫 中 作用 突出 "微小 RNA(miRNAs) 是 
一 类 高 度 保守 .长度 在 约 20~24 nt 的 短小 非 编 码 调控 单 
链 RNA。 其 作用 系 通过 与 mRNA 的 3?-UTR 端 互补 配 
对 导致 目标 mRNA 降解 或 抑制 转录 后 翻译 而 导致 即 基 
因 沉 默 或 表达 下 调 。 由 于 miR-155,miR-21,miR-164 
在 诸多 器 官 以 及 组 织 中 被 证 实 与 TLR 信和 号 通路 的 调节 
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相关 ,因此 国外 有 学 者 将 其 称 为 “免疫 敏感 性 
microRNA””。 冷 空气 刺激 为 临床 上 慢性 阻塞 性 肺 疾 
病 急性 加 重 , 支 气管 哮喘 急性 发 作 以 及 呼吸 道 感染 等 诸 
多 疾病 的 重要 诱因 。 同 时 , 冷 诱导 下 呼吸 道内 y- 干 扰 素 
(GEN-Y) 基 础 水 平 的 下 调 , 是 后 续 呼 吸 道 病毒 感染 的 始 
发 诱因 。 国 外 一 些 学 者 关注 温度 改变 对 哺乳 动物 细 
胞 中 microRNA 表 达 量 的 影响 ,并 在 CHO-K1 细胞 系 中 
证 实 了 一 些 受 温度 影响 的 microRNADS ,miR-21 即 为 该 
研究 中 所 发 现 的 冷 敏感 性 microRNA 之 一 。 冷 空气 诱 
导 和 气 道 免 疫 功能 下 降 为 重要 而 常见 的 临床 现象 ,但 目前 
对 于 其 中 详细 的 机 制 仍 缺 乏 系统 性 的 阐述 ,因此 深入 研 
究 并 完善 呼吸 道 冷 空气 暴露 引起 气 道 粘膜 屏障 受 损 的 
分 子 机 制 具 有 重要 的 临床 意义 。 为 此 ,我 们 模拟 冷 空气 
暴露 环境 ,通过 体外 试验 研究 冷 刺 激 对 气 道 上 皮 细 胞 
TLR-4 的 影响 ,并 进一步 深入 探讨 冷 敏 感性 micrRNA: 
miR-21 在 其 中 的 介 导 作用 。 


1 材料 和 方法 
1.1 细胞 株 与 试剂 材料 

人 永生 化 气 道上 皮 细 胞 株 BEAS-2B (美国 ATCC 
全 球 生 物资 源 中 心 ), 人 永生 化 支气管 上 皮 细胞 16HBE 
(本 实验 室 冻 存 ),10% 胎 牛 血 清 ( 美 国 Sigma) ,DMEM 
培养 液 ( 美 国 Hyclone) , 双 痰 光 素 报告 检测 试剂 盒 
(Dual-Luciferase Reporter Assay System) (美国 Promega)， 
All-in-One microRNA qPCR 检测 试剂 盒 ( 美 国 
GeneCopoeia) ,miR-155 .miR-21 miR-164 以 及 内 参 U6 
反 转 录 定量 PCR 引物 均 由 上 海 吉 凯 基 因 化 学 技术 有 
限 公司 合成 ,miR-21 模 拟 物 及 阴性 对 照 miR-21 抑 制 物 
及 阴性 对 照 均 购 自 上 海 吉 玛 生物 技术 公司 ,人 研究 中 使 用 
的 一 抗 ( 免 抗 人 TLR-4 多 克隆 抗体 ab13556, 免 抗 人 
MyD88 多 克隆 抗体 ab2064) 购 自 美 国 Abcam, 二 抗 
HRP 标 记 山 羊 抗 免 IgG 以 及 内 参 免 抗 人 B-actin 多 克隆 
抗体 均 购 自 北 京 中 杉 金 桥 科 技 有 限 公司 。 
1.2 细胞 培养 

于 50 mL 玻璃 培养 瓶 中 分 别传 代 培养 人 气 道 上 皮 
细胞 株 BEAS-2B 及 人 文 气管 上 皮 细 胞 16HBE, 加 入 含 
10% 的 胎 牛 血清 的 DMEM 培养 液 , 置 于 5% CO;,37 %C 
细胞 培养 箱 中 培养 , 隔 天 换 液 , 铺 满 瓶 底 80% 时 传代 。 
于 细胞 对 数 生长 期 时 调整 细胞 密度 ,种 植 于 millicell 上 
室 , 下 室 加 入 含有 10% FBS 的 DMEM 培 养 液 ,构建 气 - 
液 双 相 培养 的 细胞 生长 环境 。 
1.3 实验 分 组 与 处 理 

常温 培养 组 的 细胞 在 37 % ,5% CO,; 下 培养 ,低温 
培养 组 的 细胞 置 于 30 % ,5% CO, 下 培养 6。(1) 冷 刺激 
梯度 试验 :BEAS-2B 细胞 及 16HBE 细胞 分 别 随 机 分 为 
常温 培养 .低温 刺激 2.4.8、16、32 h 的 时 间 梯度 ; (2) 双 
荧光 素 酶 标记 试验 验证 TLR-4 为 miR-21 的 直接 靶 基 


:野生 型 TLR-4 组 (BEAS-2B 或 16HBE 细胞 转 染 含 
野生 型 TLR-4 3”UTR 端 序列 的 灾 光 素 酶 报告 载体 
pMir-Glo-WTTLR-4) ; 突变 体 TLR-4 组 (BEAS-2B 或 
16HBE 细胞 转 染 含 突变 型 TLR-4 3”UTR 端 序列 的 欧 
光 素 酶 报告 载体 pMir-Glo-MutTLR-4); 野 生 型 TLR-4+ 
miR-21 模拟 物 组 ;野生 型 TLR-4+miR-21 模拟 物 对 照 
物 组 ;突变 型 TLR-4+miR-21 模 拟 物 组 ;突变 型 TLR-4+ 
miR-21 模 拟 物 对 照 物 组 ;(3) 证 实 低温 刺激 可 下 调 气 道 
上 皮 TLR-4/MyD88 免 疫 信 和 号 通路 :常温 培养 组 ;@C) 低 
温 培养 组 ;(@miR-21 模 拟 物 常温 组 (常温 培养 BEAS-2B 
或 16HBE 细 胞 转 染 miR-21 模 拟 物 );@miR-21 抑 制 物 
常温 组 (常温 培养 BEAS-2B 或 16HBE 细 胞 转 染 miR-21 
抑制 物 );@miR-21 模拟 对 照 物 常温 组 (常温 培养 
BEAS-2B 或 16HBE 细 胞 转 染 miR-21 模 拟 对 照 物 );(@) 
miR-21 抑 制 物 低温 组 (低温 培养 BEAS-2B 或 16HBE 细 
胞 转 染 miR-21 抑制 物 );COmiR-21 抑 制 对 照 物 低温 组 
(低温 培养 BEAS-2B 或 16HBE 细胞 转 染 miR-21 抑制 
对 照 物 )。 每 实验 组 均 设置 5 个 复 孔 (n=5) 用 于 统计 学 
分 析 , 重 复 3 次 试验 。 
1.4 细胞 转 数 

转 染 所 使 用 miR-21 模 拟 物 .模拟 物 对 照 miR-21 
抑制 物 和 抑制 物 对 照 由 上 海 吉 玛 生 物 技 术 有 限 公 司 合 
成 。BEAS-2B 或 16HBE 细 胞 转 染 前 加 入 无 双 抗 无 血 
清 的 DMEM 培养 液 培 养 24 h 后 备 转 染 。 取 去 酶 灭 菌 
EP 管 A 加 入 1.5 岂 窒 聚 物 使 用 DMEM 稀释 至 50 pL; 
取 去 酶 灭 菌 EP 管 B 加 入 1lipofectamine2000 1.5 pb 用 
DMEM 稀 释 至 50 hnL。 混 勺 AB 管 ,室温 下 孵育 20 min。 
细胞 弃 培 养 基 , 无 双 抗 无 血清 的 DMEM 培养 液 洗 3 次 ， 
将 100 册 转 染 试剂 加 至 细胞 中 , 置 培养 箱 中 培养 18 h 
后 换 正 常 培养 基 。 
1.5 双 荧 光 素 酶 标记 试验 

含 野生 型 TLR-4 3”UTR 端 序列 的 灾 光 素 酶 报告 载 
体 pMir-Glo-WTTLR-4 以 及 miR-21 结合 位 点 突变 的 
pMir-Glo-MutTLR-4 表 达 质 粒 由 上 海 吉 玛 生物 技术 有 
限 公司 合成 。 以 表达 海 肾 交 光 素 酶 的 载体 PRL-TK 作 
为 内 参 对 照 。 将 miR-21 模 拟 物 ,模拟 物 对 照 分 别 与 区 
光 素 酶 报告 载体 共 转 染 和 人 BEAS-2B 或 16HBE 细 胞 中 ， 
采用 Promega 公司 的 Dual-Lucifersae Reporter Assay 
System (E1910) 进 行 样品 Lucifersae 活 性 检测 。 
1.6 RNA 的 提取 以 及 谤 转录 实时 定量 PCR (RT-qRCR) 
测定 各 组 细胞 miRNA 的 表达 情况 

按 细胞 总 RNA 提 取 试 剂 盒 Trizol 说 明 ,提取 各 实 
验 组 细胞 的 总 RNA, 紫 外 分 光 广 度 仪 测 定 AxwyAx 在 
1.8~2.0 之 间 。 取 2 hg 总 RNA 按 All-in-One microRNA 
qPCR 试剂 盒 说 明 进 行 反 转录 。 上 反应 条 件 如 下 :37 % 1 h， 
85 C5 min。 所 得 cDNA 用 双 蒸 水 稀释 5$ 倍 后 用 于 后 续 
检测 ,剩余 部 分 冻 存 -20 %C 待 用 。 按 All-in-OnemiRNA 
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qRT-PCR 试剂 盒 说 明 , 取 2 hL cDNA 进行 gPCR ,检测 
各 标本 miR-155、miR-21、miR-164 的 表达 情况 ,反应 条 
件 如 下 :95 %C 10 min,95 %C 10 s,60 %C 20 s,72 °C 20 s， 
第 2 步 至 3 步骤 循环 40 次 。 设 置 U6 为 内 参 计 算 相 对 表 
达 量 。 相 对 表达 量 计 算 公 式 =2“% ,ACT=CTCOmiR)-CT 
(U6),AACT=ACT( 实 验 组 )-ACT( 对 照 组 )。 
1.7 Western Blot 法 检测 各 组 细胞 TLR-4.MyD88 蛋白 
水 平 

PBS 洗 涤 去 培养 液 细 胞 ,使 用 预 冷 的 改良 RIPA 裂 
解 液 ( 含 蛋 白 酶 抑制 剂 ) 冰 上 裂解 细胞 30 min, 10 000 g， 
4 离心 10 min。 转 移 上 清 液 ,加 入 Sx 上 样 缓冲 液 煮沸 
10 min。BCA 法 标 化 各 实验 组 蛋白 。 按 兽 云 天 
SDS-PAGE 制 胶 试剂 盒 说 明 ,制备 10% 的 分 离 胶 和 浓缩 
胶 , 加 样 行 聚 两 酰胺 凝 腕 电泳 , 切 腕 ,250 mA 恒 流 电 转 
至 PVDF 膜 (TLR-4 100 min,MyD88 40 min) ,封闭 后 
用 相应 一 抗 骆 育 过 夜 (1 :1000, 内 参 为 1:300) ,TBST 洗 
腊 3 次 后 。 按 1:2000 加 入 二 抗 羊 抗 兔 I1gG 孵育 2 h, 洗 
膜 后 用 增 敏 化 学 发 光 法 鉴定 ,拍照 分 析 。 
1.8 统计 学 分 析 

运用 SPSS 13.0 统 计 学 软件 对 数据 进行 统计 学 分 
析 , 结 果 采 用 均 数 + 标准 差 表 示 。 多 组 数据 间 差 异 分 析 
采用 多 组 间 单 因素 方差 分 析 , 多 组 样本 之 间 比 较 采用 
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SNK-g 检 验 ; 两 组 间 单 因素 分 析 采 用 i 检验。 以 P<0.05 
为 差异 具有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 冷 刺激 的 细胞 活性 检测 

使 用 MTT 法 检测 1~32h 冷 刺激 的 细胞 活性 ,以 确 
定 适宜 刺激 时 间 。 每 个 冷 刺 激 时 间 组 细胞 均 以 相应 时 
间 常 规 培养 (37 % ) 为 对 照 ,计算 相对 存活 率 。 研 究 表 
明 ,给 予 冷 刺 激 2~16h 细 胞 活性 较 常 规 培 养 均 无 显著 
差异 (P>0.05) ;延长 冷 刺 激 至 32 h,BEAS-2B 细胞 
(0.82+0.09) 以 及 16HBE 细胞 活性 (0.73+0.13) 较 对 应 
常规 培养 BEAS-2B(1.0+0.08) 及 16HBE(1.0+0.11) 组 
降低 ( 均 P<0.05)。 兼 顾 最 大 冷 暴 露 以 及 细胞 活性 , 故 后 
续 试 验 给 予 16 h 的 冷 暴 露 。 
2.2 RT-qPCR 法 检测 冷 刺 激 对 细胞 miRNA 表达 的 影响 

采用 30 恒温 气 - 液 双 相 培养 BEAS-2B 及 16HBE 
细胞 株 , 并 设置 常规 培养 (37 % ) 为 对 照 。 数 据 显示 , 低 
温 刺激 2h 后 BEAS-2B 及 16HBE 细 胞 内 miR-21 水 平 
逐渐 升 高 ,在 刺激 16 h 分 别 为 各 自 对 照 组 的 4.53+0.71、 
3.69+0.53 倍 。 而 miR-164 及 miR-155 水 平 在 低温 刺激 
下 无 明显 改变 (P 均 >0.05, 图 1)。 
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Fig.1 Relative expression levels of microRNAs in deferent groups. A: BEAS-2B cells; B: 16HBE cells. The relative expression 
levels of miR-21 at 4, 8, and 16 h were significantly different from that at 0 h (*P<0.05). The relative expression levels of 
miR-164 showed no such time-dependent variations (‘P>0.05), nor did the expression levels of miR-155 (*P>0.05). n=5. 


2.3 双 英 光 素 酶 报告 基因 检测 证 实 TLR-4 为 miR-21 靶 
基因 

通过 查询 miRNA 数 据 库 http:Wwww.microrna.org/ 
microrna 获悉 ,TLR-4 可 能 为 miR-21 的 诅 基 因 。 通 过 
对 结合 位 点 进行 突变 (图 2) 并 将 其 插入 到 荧光 报告 载体 
中 ,成 功 构建 了 野生 型 以 及 3”UTR 端 突变 型 TLR-4 报 
告 质 粒 。 预 先 , 我 们 以 miR-21 模 拟 物 .miR-21 模 拟 对 
照 物 ,miR-21 抑制 物 、miR-21 抑制 对 照 物 转 染 
BEAS-2B 以 及 16HBE 细 胞 ,RT-qPCR 分 别 检测 miR-21 
表达 量 。 结 果 提 示 miR-21 模 拟 物 可 显著 提升 BEAS- 


2B 以 及 16HBE 细胞 内 miR-21 水 平 ,而 miR-21 抑制 物 
可 部 分 抑制 内 源 性 miR-21 的 表达 (图 3)。 

miR-21 模拟 物 与 野生 型 TLR-4 共 转 染 的 
BEAS-2B 以 及 16HBE 细胞 灾 光 素 酶 活性 明显 下 降 (P 
均 <0.05) , 而 突变 型 与 miR-21 模拟 物 共 转 染 的 
BEAS-2B 或 16HBE 细 胞 荧光 素 酶 活性 未 见 明显 变化 
(P 均 >0.05, 图 4)。 这 表明 ,miR-21 可 以 直接 靶 向 TLR-4。 
2.4 低温 刺激 通过 miR-21 下 调 气 道上 皮 TLR-4/ 
MyD88 信 号 通路 

各 实验 组 采用 Western Blot 法 检测 TLR-4/MyD88 
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图 2 miR-21 和 TLR-4 3”UTR 的 结合 位 点 及 突变 位 点 序列 
Fig.2 Sequences of 3’ UTR in TLR-4 binding with miR-21. 
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3 RT-qPCR 法 检测 各 组 细胞 内 miR-21 表达 水 平 

Fig.3 Expression level of miR-21 in each group. *P<0.05, *P< 
0.05, BEAS-2B cells vs control group. **P<0.05, * * P<0.05 
16HBE cells vs control group. 


言 号 蛋白 的 表达 水 平 。 以 常温 培养 组 细胞 作为 对 
照 ,低温 刺激 (30 % ,16 h) 可 下 调 BEAS-2B 以 及 
16HBE 细胞 中 的 TLR-4 水 平 (分 别 为 各 自 对 照 组 的 
0.69+0.08 .0.73+0.10) ,同时 降低 MyD88 蛋白 的 水 平 
(分 别 为 各 自 对 照 组 的 0.72+0.07、0.62+0.08) ; 转 染 
miR-21 模 拟 物 的 BEAS-2B 细胞 在 常温 培养 中 出 现 了 
TLR-4(0.63+0.08) 以 及 MyD88(0.66+0.06) 水 平 的 下 
调 ; 同 样 , 转 染 miR-21 模 拟 物 的 16HBE 细胞 在 常温 
培养 中 亦 出 现 了 TLR-4(0.70 土 0.09) 以 及 MyD88 
(0.67+0.07) 水 平 的 下 调 。 而 转 染 miR-21 抑制 物 的 
BEAS-2B 或 16HBE 细胞 在 低温 培养 下 ,TLR-4 
(BEAS-2B 0.87+0.09, 16HBE 0.91+0.10) 以 及 MyD88 
(BEAS-2B 0.81+0.09,16HBE 0.85+0.12) 水 平 高 于 低温 
培养 下 的 野生 型 细胞 (P<0.05, 图 5)。 


3 讨论 

冷 空气 刺激 为 呼吸 道 疾病 的 重要 始 发 诱因 ,受凉 后 
诱发 的 呼吸 道 感染 ,是 临床 工作 中 常见 的 病理 现象 。 
外 一 些 学 者 通过 建立 动物 模型 ,监测 冷 空 气 刺 激 后 气 道 
内 温度 变化 。 研 究 显 示 , 当 实验 动物 吸入 4 %C 冷 空气 
时 , 气 道 温 度 大 致 在 30 CC 。 考 虑 到 哺乳 动物 的 呼吸 
道 对 冷 空气 的 生理 代 偿 作用 , 故 本 研究 使 用 气 - 液 双 相 
培养 气 道上 皮 细 胞 系 ,30 %C 作 为 低温 模拟 刺激 ,使 之 更 
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图 4 双 荧 光 素 酶 报告 基因 检测 TLR-4 为 miR-21 的 靶 基 因 


Fig.4 Dual luciferase reporter assay demonstrating the direct binding of TLR-4 and miR-21. A: In BEAS-2B cells, the relative 


activities of luciferase in cells transfected with wild-type TLR-4 and miR21 mimic were significantly different from those in cells 
transfected with wild-type TLR-4 (*P<0.05); B: In 16HBE cells, luciferase activities differed significantly between cells transfected 
with wild-type TLR-4 and miR21 mimic and those transfected with wild-type TLR-4 (**P<0.05). 


贴近 生理 状态 下 冷 空 气 暴露 的 气 道内 环境 。 

TLR-4 为 气 道上 皮 细 胞 以 及 肺泡 巨星 细 胞 中 重要 
的 免疫 受 体 , 可 识别 一 系列 病原 体 相关 分 子 模 体 
(PAMP) ,例如 脂 多 糖 呼 吸 道 合 胞 病毒 .支原体 、 衣 原 体 
等 ,通过 TLR-4/MyD88 依 赖 的 信号 链 , 激 活 NF-xB 或 
MAPK 启动 相应 的 免疫 防御 反应 ™。 基 础 表达 水 平 的 
TLR-4 维 系 着 良好 的 气 道 粘膜 天 然 免 疫 屏 障 功能 ,研究 
提示 TLR-4 不 仅 为 呼吸 道 病毒 感染 后 ,免疫 细胞 分 化 成 
熟 的 重要 调节 因子 ,同时 也 是 一 些 下 呼吸 道 定植 菌 , 例 


如 铜绿 假 单 胞 菌 . 鲍 曼 不 动 杆 菌 的 重要 感受 器 。 国 外 不 
少 研究 者 认为 TLR-4 与 LPS 结 合 所 释放 的 炎症 因子 的 
降低 可 直接 评估 为 免疫 功能 的 降低 , 故 可 认为 TLR-4 
是 气 道上 皮 免 疫 屏障 的 “门户 分 子 ""。 本 研究 发 现 ， 
30 低温 可 诱导 气 道上 皮 细 胞 中 TLR-4 以 及 MyD88 
蛋白 水 平 的 下 降 ,这 种 气 道 上 皮 免 疫 屏障 分 子 的 的 缺乏 
可 能 为 冷 诱导 激发 呼吸 道 病 毒 感 染 、 定 植 的 前 提 。 临 床 
工作 中 ,下 呼吸 道 G 定 植 菌 感染 是 COPD .支气管 扩张 
等 慢性 气 道 炎症 疾病 急性 加 重 的 重要 因素 ,TLR-4 作 
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BEAS-2B 二 一 MyD88 分 子 学 层面 ,microRNA 定向 调节 视角 ,解析 了 冷 诱导 
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图 5 Westerm Blot 法 检测 各 实验 组 TLR-4 以 及 MyD88 的 水 平 
Fig.5 Synthesis levels of TLR-4/MyD88 protein detected by 
Western blotting. L1: Cells cultured at 37 C; L2: Cells cultured 
at 30 C; L3: Cells transfected with miR-21 mimic and cultured 
at 37 C ; L4: Cells transfected with miR-21 inhibitor and 
cultured at 37 C; L5: Cells transfected with miR-21 control and 
cultured at 37 °C; L6: Cells transfected with miR-21 inhibitor 
and cultured at 30 C ; L7: Cells transfected with miR-21 
inhibitor control and cultured at 30 °C. 


为 LPS 的 重要 受 体 ,其 基础 水 平 维系 着 此 类 疾病 缓解 期 
的 下 呼吸 道 微 生 态 平稳 。 本 研究 结果 显示 低温 诱导 气 
道上 皮 细 胞 中 TLR-4/MyD88 基础 水 平 下 降 , 这 可 能 》 
冷 空 气 诱导 上 述 气 道 慢性 炎症 性 疾病 急性 加 重 的 重要 
上 游 分 子 机 制 。 
miR-21 是 近年 来 国内 外 研究 较 多 的 microRNA 之 
一 ,在 呼吸 道 相关 疾病 中 , 特 发 性 肺 纤 维 化 (IPF) 患 者 血 
miR-21 水 平 升 高 ,并 且 miR-21 升 高 程度 与 FVC 下 降 及 
IPF 的 影像 学 分 型 相关 "“"。 本 人 研究 通过 比 对 microRNA 
在 线 数据 库 http:/www.microrna.org/microrna 发 现 
TLR-4 可 能 为 miR-21 的 靶 基 因 , 通 过 构建 仿 TLR-4 
3”-UTR 端 和 预测 结合 位 点 突变 的 报告 质粒 ,并 进行 双 
奕 光 素 酶 标记 试验 ,在 人 气 道上 皮 细 胞 系 中 证 实 了 
miR-21 为 TLR-4 的 直接 靶 向 microRNA ,该 结果 进一步 
优 证 了 国外 学 者 关于 miR-21 为 TLR 相关 信和 号 通路 重 
要 调节 因子 的 发 现 ,并 可 从 另 一 方面 解释 国外 学 者 报道 
的 miR-21 前 体 预 处 理 后 部 分 抑制 LPS 对 细胞 内 NF-kB 
活化 的 现象 和 。 有 国外 学 者 在 CHO-K1 细胞 系 中 人 研究 
低温 刺激 对 microRNA 表达 谱 的 影响 ,总 结 了 一 系列 在 
低温 诱导 下 表达 量变 化 的 microRNA。 这 些 microRNA 
对 低温 刺激 较为 敏感 ,31 环境 中 即 能 诱发 其 表达 量 
的 改变 量 , 本 研究 的 焦点 miR-21 即 为 其 中 之 一 。 研 究 
中 ,我 们 检测 了 目前 国内 外 有 报道 的 TLR 相 关 信号 通 
路 的 主要 调节 microRNA(miR-21 .miR-164 及 miR-155)， 
结果 显示 在 气 道 上 皮 细 胞 中 低温 刺激 可 诱导 miR-21 表 
达 量 上 调 ,并 呈 时 间 依 赖 性 ,在 30 C4 上 刺激 时 miR-21 
表达 量 显著 增高 ,16 h 约 为 常温 对 照 的 4.53 倍 。 而 其 余 
两 种 TLR 信 号 链 调节 因子 miR-164 及 miR-155 均 对 冷 
诱导 不 敏感 。 本 研究 进一步 通过 设计 miR-21 模 拟 物 、 
miR-21 抑制 物 及 其 对 照 ,证 实 了 低温 刺激 可 通过 上 调 
气 道上 皮 细 胞 内 源 性 miR-21 的 表达 水 平 ,于 转录 后 层 
面 下调 气 道上 皮 TLR-4 和 蛋白 的 基础 水 平 ,进而 降低 抗 病 
毒 蛋 白 -MyD88"“ 水 平 ; 转 染 miR-21 抑 制 物 可 部 分 抑制 
冷 诱导 的 TLR-4/MyD88 和 蛋白 分 子 下 调 ,表明 miR-21 在 
冷 诱导 气 道上 皮 TLR-4/MyD88 下 调 过 程 中 的 重要 意 


气 道上 皮 免 疫 功 能 下 降 的 分 子 机 制 ,从 分 子 学 水 平 为 临 
床 干预 冷 敏 气 道 提 供 新 的 思路 。 
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